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摘 ”要 : 本 试验 旨 在 研究 猪 胰 高 血糖 素 样 肽 -2 〈p[Gly2]GLP-2)、 聚 乙 二 醇 修饰 猪 胰 高 血糖 


素 样 肽 2 (PEG-p[Gly2]GLP-2) 和 p[Gly2]GLP-2 微 球 在 大 鼠 体 内 的 药 代 动 力学 过 程 ， 为 利 


| p[Gly2]GLP-2 修复 断奶 仔猪 肠 道 损伤 提供 参考 依据 。18 只 280 g 左右 的 雄性 SD AR, 


随机 分 为 3 组， 分 别 单 次 皮下 注射 p[Gly2]GLP-2 (5.64 nmol/kg). PEG-p[Gly2]GLP-2 (5.64 


nmol/kg) 和 p[Gly2]GLP-2 微 球 (15 mg/ 只 )， 定 点 采血 后 ， 酶 联 免疫 吸附 测定 (ELISA) 法 


测定 胰 高 血糖 素 样 肽 -2(GLP-2) 的 血 药 浓度 。 结 果 表 明 : 1) PEG-p[Gly2]GLP-2 的 半衰期 (tir) 


是 p[Gly2]GLP-2 的 4 倍 ， 血 药 浓 度 - 时 间 曲 线 下 面积 〈AUCot) 和 平均 潇 留 时 间 (MRTo) 


ae 


是 p[Gly2]GLP-2 的 3 倍 ， 清 除 率 (CL) Æ p[Gly2]GLP-2 的 1/2, 2 者 的 达 峰 浓度 (Crax) 


相差 不 大 ，PEG-p[Gly2]GLP-2 的 达 峰 时 间 (Tma) 滞后 于 p[Gly2]GLP-2。2) p[Gly2]GLP-2 


微 球 的 达 峰 时 间 与 p[Gly2]GLP-2、PEG-p[Gly2]GLP-2 相差 不 大 ， 但 半衰期 为 〈72.20+6.02) 


h， 平 均 清 留 时 间 为 《90.66+7.41) h。 结 果 提 示 ， 经 聚 乙 二 醇 (PEG) 修 饰 后 p[Gly2]GLP-2 


的 药 代 动 力学 行为 发 生 了 很 大 的 改变 ， 半 衰 期 延长 、 达 峰 时 间 滞 后 、 平 均 清 留 时 间 延 长 、 血 


Th 


浆 清 除 减 慢 、 生 物 利用 度 更 高 ; p[Gly2]GLP-2 微 球 半衰期 更 长 ， 且 持续 稳定 的 释放 ， 操 人 


便利 。 
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til EBA, SEE, REE PES), e BR MISE DF DOOR 


Are RE hn (35 Ma Ai HR BS BY ke BS AS OY BE BO BE A ea. (AF GLP-2 (porcine 


glucagon-like peptide-2, pPGLP-2) 极 易 被 血液 中 的 二 肽 酰 肽 酶 -IV(dipeptidyl peptidase-IV , DPP- 


IV) 快 速 降 解 品 ， 在 体内 的 半衰期 只 有 8.4 min， 需 频繁 用 药 。 已 在 临床 中 应 用 的 蔡 度 鲁 肽 器 、 


处 于 研究 阶段 的 延伸 重组 多 肽 〈extended recombinant polypeptide, XTEN) 修饰 中 及 聚 乙 二 


醇 〈polyethylene glyeol, PEG) 修饰 &9 均 有 效 地 延长 了 pGLP-2 在 生物 体内 的 释放 时 间 。 本 


课题 组 Qi 等 四 使 用 单 甲 氧 基 聚 乙 二 醇 琥 班 酰 亚 胺 两 酸 酯 (mPEG-SPA ) 对 pGLP-2 进行 修饰 ， 


使 用 一 步 阳 离子 交换 层 析 法 成 功 分 离 得 到 的 mPEG-Lys30-p[Gly2]GLP-2 体外 半衰期 是 用 甘 


氨 酸 残 基 取 代 pGLP-2 氨基 末端 第 2 位 丙 氨 酸 残 基 后 形成 的 p[Gly2]GLP-2 的 16 倍 ， 可 有 效 


绥 解 小 鼠 的 结肠 炎 病 变 。Wu 等 i 制备 的 p[Gly2]GLP-2 微 球 在 单 次 注射 后 能 显著 抑制 结肠 


炎 小 鼠 的 体重 下 降 及 结肠 变 短 ， 提高 颖 膜 完整 性 、 降 低 肠 道 炎 症 及 促进 小 肠 生 长 。 以 上 研究 


证 明 对 pGLP-2 给 药 的 探索 是 正确 可 行 的 ， 但 其 在 动物 机 体 的 分 布 、 消 除 等 规律 仍 不 明确 。 


本 试验 则 在 考察 p[Gly2]GLP-2、PEG 修饰 p[Gly2]GLP-2 (PEG-p[Gly2]GLP-2) ) 和 


p[Gly2]GLP-2 微 球 在 大 鼠 体内 的 药 代 动力 学 特征 ， 为 PEG-p[Gly2]GLP-2 治疗 肠 道 损伤 、 


p[Gly2]GLP-2 微 球 预防 肠 道 损伤 提供 参考 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 仪器 


mPEG-SPA[ 分 子 质量 (MW)5 ku, 北京 凯 正 生物 技术 公司 ]; p[Gly2]GLP-2 (MW 3 990.1, 


肤 序 列 HGDGSFSDEMNTVLDNLATRDFINWLLHTKITDSL,， 杭州 中 肘 生 化 有 限 公司 ); CM 


Sepharose Fast Flow 树 脂 ( 瑞 士 GE 医 疗 生 物 科技 公司 ); 超 滤 离心 管 (MW 3 000, 美国 Millipore 


公司 ); 酶 联 免 疫 吸附 测定 (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA ) 试 剂 盒 ( 美 国 Millipore 


公司 ) ; SPEM (DMSO， 上 海 生物 工程 有 限 公司 );， 乳 酸 羟基 乙酸 共聚 物 (PLGA, 


lactic/glycolic 50:50, MW 14 000-17 000，sigma 公 司 ); 聚 乙烯 醇 (PVA, MW 65 000-75 000, 
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上 海 生 物 工程 有 限 公 司 ); PEG (MW 6 000， 上 海 生物 工 程 有 限 公 司 ); IKA RH basic! 磁力 


搅拌 器 〈 德 国 玫 A 公 司 );， PRO200 型 均 质 机 〈 美 国 PRO Science 公 司 ); EPOCH 酶 标 仪 (美国 


Bioteck 公 司 )。 


1.2 PEG-p[Gly2]GLP-2 的 制备 


参考 Qi 等 的 方法 ，1.2 mg/mL p[Gly2]GLP-2 溶 解 于 50 mmol/L= APH) 氨基 甲烷 


(Tris-HCl) 缓冲 液 pH 8.3)， 与 nPEG-SPA 以 1 : 6 的 摩尔 比 室温 下 反应 30 min，1% 的 三 氢 乙 


PR (TFA) BIER. 


8 867) 。 


1.3 (ERAT 


一 


备 


一 步 阳离子 交换 层 析 法 进行 分 离 得 到 mPEG-Lys30p[Gly2]GLP-2(MW 


在 参考 Wu 等 u0 方 法 的 基础 上 将 载 药 量 调 为 2% 制 备 微 球 ， 制 备 工艺 如 下 : 1 mg 


p[Gly2]GLP-2 冻 干 粉 溶解 于 12.5 uL DMSO 后 ， 将 其 与 500 uL 含 50 mg PLGA, 5 mg PEG 


HAF GARE 


高 速 均 质 30 s 制 成 初 乳 ， 并 迅速 倒 入 20 mL & 2% (w/v) PVA, 5% 


NaCl 的 水 溶液 中 ，2 000 r/min 磁力 搅拌 3 min 得 到 复 乳 ， 将 复 乳 倒 入 100 mL 蒸馏 水 中 400 


r/min 低速 搅拌 3 h, 离心 收集 微 球 , 蒸馏水 洗涤 数 遍 , 冷冻 干燥 。 微 球 的 粒 径 为 (31.17+8.17) 


hm， 包 封 率 为 74.15%， 突 释 率 为 20.36%， 实 际 载 药 量 为 0.74%， 体 外 9 d 累计 释放 37%。 


1.4 试验 动物 


试验 在 浙江 大 学 实验 动物 中 心 进行 .将 18 只 280 g 左右 的 雄性 SD 大 鼠 按 体重 随机 分 为 


3 组 ， 每 组 6 只 ， 单 笼 饲 养 。 


1.5 ELISA 测定 


1.5.1 ELISA 试剂 盒 的 测定 条 件 


O 设 定 空白 对 照 


o 


@) QC1 (GLP2-107) 和 QC2 (GLP2-207) 测 定 的 质量 浓度 分 别 在 2.9~7.7 ng/mL 和 13~28 


ng/mL 之 间 。 


© 消除 背景 色 的 影响 ,样品 在 与 pGLP-2 检测 抗体 结合 后 ， 需 要 在 450 和 590 nm 的 波 


长 下 测定 其 OD 值 , 其中, 450 nm 为 检测 波长 , 而 590 nm 波长 下 的 OD 值 是 背景 色 的 误差 。 


由 此 ELISA 试剂 盒 的 测量 范围 为 1~64 ng/mL. 


只 有 当 以 上 所 有 条 件 都 满足 时 ， 才 认为 ELISA 试剂 盒 检测 出 的 结果 有 效 。 


1.5.2 ”标准 曲线 


标准 品 (75 ng/mL)， 倍 比 稀释 为 


1.172, 2.344, 4.688. 9.375. 18.750. 37.500 ng/mL 


标准 样品 。 按 照 试 剂 盒 的 方法 进行 操作 ， 以 去 除 OD 空白 对 照 ) 和 OD (590 nm) 后 的 OD 


值 为 纵 坐标 ， 以 标准 样品 的 质量 浓度 ( 


参数 )。 


1.6 大 鼠 体 内 的 药 代 动力 学 试验 


试验 前 SD 大 鼠 禁 食 12h, AG 


ng/mL) 为 横 举 标 ， 拟 合 的 曲线 符合 logistic 方程 (四 


日 饮水 。p[Gly2]GLP-2 组 皮下 注射 5.64 nmol/kg 的 


p[Gly2]GLP-2 溶液 后 分 别 于 4、8、12、 


16, 30, 45, 60, 90, 150 min 时 通过 眼底 静脉 从 取 


血 0.5 mL; PEG-p[Gly2]GLP-2 组 皮下 注射 同 剂 量 的 PEG-p[Gly2]GLP-2 后 分 别 于 5. 15, 20, 


30、45、60、120、240、360 min 时 取 


cami 


1 0.5 mL; p[Gly2]GLP-2 微 球 组 的 注射 剂量 为 15 mg/ 


只 ,采血 时 间 为 10、20、30、60、120、180、360 min 和 1、2、3、4、5、6、7、8、9 d。 


HF p[Gly2]GLP-2 易 被 血 中 的 DPP-IV 酶 降解 ， 故 需 将 血样 与 SuL 的 DPP-IV 抑 制剂 混合 均 


5J, FFF 4 C 3000r/min 离心 15 min， 取 上 层 血 清 ， 于 -80 ‘C 冰 箱 中 保存 。 


间 点 的 血 药 浓度 。 


1.7 数据 处 理 


L 清 样品 按 ELISA 试剂 盒 的 方法 进行 测定 ， 测 得 的 OD 值 代入 标准 曲线 ， 求 得 不 同时 


运用 WinNonlin 5.2.1 版 软件 (Pharsight 公司 ， 美 国 ) 对 血 药 浓度 与 时 间 进 行 药 代 动 力 


学 拟 合计 算 ， 获 得 各 种 给 药 下 的 血 药 浓度 -时 间 曲 线 及 相关 的 药 代 动力 学 参数 。 


2 结 果 


91 2.1 ELISA 测定 的 准确 性 


92 pGLP-2 的 标准 曲线 见 图 1, 为 Y=(A-D)/[1+(X/C)®]4D, R7=0.999 92， 其 中 ，A=3.489 43, 


93 B=-2.066 66, C=12.817 06，D=0.044 83. QC1 的 浓度 为 6.197 ng/mL, QC2 的 浓度 为 23.44 


94 ”ng/mL， 在 有 效 范围 内 。 
5 
Y=(A-D)/[1+(X/C)*B]+D 
4 R?=0.99992 
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95 
96 图 1 pGLP-2 的 标准 曲线 
97 Fig.l Standard curve of pGLP-2 


98 2.2 p[Gly2]GLP 和 PEG-p[Gly2]GLP-2 的 血 药 浓度 -时 间 曲 线 与 药 代 动力 学 参数 


99 皮下 注射 p[Gly2]GLP-2 和 PEG-p[Gly2]GLP-2 后 ， 血 药 浓度 -时 间 曲 线 见 图 2， 主 要 药 


100 ，” 代 动 力学 参数 见 表 1。 由 图 2 可 知 ， 注 射 后 ，p[Gly2]GLP-2 组 血 药 浓度 迅速 上 升 ， 在 16 min 


101 ”左右 达到 峰值 ， 随 后 迅速 下 降 ; PEG-p[Gly2]GLP-2 组 血 药 浓度 上 升 趋势 平缓 ， 在 30~45 min 


102 ”达到 最 高 ， 之 后 缓慢 下 降 。 分 析 药 代 动 力学 参数 并 结合 血 药 浓度 -时 间 曲 线 可 知 ， 


103 PEG-p[Gly2]GLP-2 的 半衰期 (tin) 是 p[Gly2]GLP-2 的 4 倍 ， 血 药 浓度 -时 间 曲 线 下 面积 


104 (AUCot) 和 平均 消 留 时 间 (CMRTob 是 p[Gly2]GLP-2 的 3 倍 , 清除 率 (CL) 是 p[Gly2]GLP-2 


105 “的 1/2。 此 外 ， 达 峰 浓 度 〈Cmax) 相差 不 大 ，PEG-p[Gly2]GLP-2 的 达 峰 时 间 (Tmax) Hira 


106 p[Gly2]GLP-2. 


—o— p[Gly2]GLP-2 组 


= —e— PEG-p[Gly2]GLP-2#4 
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107 时 间 Time/min 
108 图 2 p[Gly2]GLP-2 和 PEG-p[Gly2]GLP-2 的 血 药 浓度 -时 间 曲 线 
109 Fig.2 The plasma concentration-time profiles of p[Gly2]GLP-2 and PEG-p[Gly2]GLP-2 
a 110 表 1 p[Gly2]GLP-2 和 PEG-p[Gly2]GLP-2 在 大 鼠 体 内 的 药 代 动 力学 参数 
= 111 Table 1 Pharmacokinetic parameters in rats of p[Gly2]GLP-2 and PEG-p[Gly2]GLP-2 
mH Items 猪 胰 高 血糖 素 样 肽 -2 聚 乙 二 醇 修饰 猪 胰 高 血糖 素 样 肽 
p[Gly2]GLP-2 2 PEG-p[Gly2]GLP-2 
e 半衰期 bz/min 49.51+11.18 202.79+52.62 
达 峰 时 间 Taaymin 16.80+1.79 37.5048.66 
达 峰 浓度 Cmax/(ng/mL) 22.92+6.16 24.03+4.88 
1 药 浓度 -时 间 曲 线 下 面积 AUCov/(ng- 1 662.51+293.07 5 196.94+501.43 
min/mL) 
平均 滞留 时 间 MRTo./min 54.93+1.90 142.73+8.76 
清除 率 CL/[mL/(min-kg)] 13.43+4.96 7.28+1.58 


112 2.3 p[Gly2]GLP-2 微 球 的 血 药 浓度 -时 间 曲 线 与 药 代 动力 学 参数 


113 皮下 注射 微 球 浴 液 后 ， 血 药 浓度 -时 间 曲 线 见 图 3， 主 要 药 代 动力 学 参数 见 表 2。 分 析 药 


114 代 动 力学 参数 并 结合 血 药 浓度 -时 间 曲 线 可 知 ，p[Gly2]GLP-2 微 球 的 达 峰 时 间 与 


115 p[Gly2]GLP-2. PEG-p[Gly2]GLP-2 相差 不 大 ， 但 是 半衰期 为 《72.20+6.02) h, PH ET 


116 ” 间 为 (90.66+7.41) h， 具 有 很 好 的 缓 释 效果 。 
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119 图 3 p[Gly2]GLP-2 微 球 的 血 药 浓度 -时 间 曲 线 
120 Fig.3 The plasma concentration-time profile of p[Gly2]GLP-2 microspheres 
= 121 
122 表 2 p[Gly2]GLP-2 微 球 在 大 鼠 体 内 的 药 代 动力 学 参数 
123 Table 2 Pharmacokinetic parameters in rats of p[Gly2]GLP-2 microspheres 
c 项 目 Items 猪 胰 高 血糖 素 样 肽 -2 微 球 
p[Gly2]GLP-2 microspheres 
半衰期 t/h 72.2046.02 
达 峰 时 间 Tmawh 0.25+0.12 
达 峰 浓度 Cnavyag/mD) 56.47+12.70 
1 药 浓 度 -时 间 曲 线 下 面积 AUCo./(ng-h/mL) 1 129.51+163.97 
平均 滞留 时 间 MRTo-v/h 90.66+7.41 
清除 率 CL/[mL/(h-kg)] 9.32+0.77 


124 3 讨 论 


125 3.1 p[Gly2]GLP-2 和 PEG-p[Gly2]GLP-2 的 药 代 动力 学 


126 自 Drucker 等 (1 首次 报道 了 GLP-2 具有 特异 性 促进 肠 番 膜 生长 与 损伤 修复 的 作用 后 ， 


127 


128 


129 


130 


131 


132 


133 


134 


135 


136 


137 


138 


139 


140 


141 


142 


143 


144 


145 


146 


147 


148 


149 


Chin 


A dh 


ay iu/ z 
IAA IV FAN 


KEPREK T e, HRI GLP-2 的 作用 效果 要 强 于 以 往 发 现 的 其 他 非特 异 


的 肠 生长 因子 。 但 是 pGLP-2 与 其 他 蛋白 多 肽 类 药物 一 样 ， 由 于 极 易 降解 、 水 溶性 差 、 体 内 


循环 半衰期 短 、 生 物 利用 度 低 等 缺点 而 发 展 受 限 。 特 别 是 蛋白 多 肽 易 被 机 体 免 疫 系统 识别 清 


除 ， 导 致 血浆 半衰期 缩短 ， 为 了 维持 疗效 ， 不 得 不 增加 剂量 、 频 繁 给 药 ， 从 而 使 得 操作 繁琐 、 


成 本 增加 ， 更 是 加 剧 了 免疫 原 性 和 毒性 ， 增 加 了 机 体 的 应 激 。Boushey 等 (2 连续 6 d 


给 小 鼠 注 射 80 pg/kg 的 人 [Gly2]GLP-2; Drucker 等 03] 则 连续 10 d，2 次 /d AY ERG 


，2 Wid 


ESF 17.5 


ug/kg 的 人 [Gly2]GLP-2; Alavi 等 159 则 连续 14 d 每 天 给 大 鼠 静 脉 注射 50 g/kg GLP-2， 才 可 


缓解 试验 动物 的 炎 性 反应 。 若 要 将 GLP-2 应 用 于 仔猪 上 ， 不 仅 耗 时 耗 力 ， 更 会 加 剧 “ 仔 猪 


为 了 克服 蛋白 多 肽 的 种 种 限制 ， 人 们 采取 了 许多 措施 ， 其 中 ， 最 成 功 的 便 是 将 水 溶性 的 


PEG 作 为 改 性 聚合 物 ， 与 药物 蛋白 连接 [S19， 即 PEG 修 饰 。 和 蛋白 多 肽 经 PEG 修 饰 后 拥有 了 一 


种 屏障 ,不 仪 不 易 被 蛋白 酶 水 解 ， 也 降低 了 抗原 与 抗体 的 结合 从 而 抑制 免疫 反应 的 发 生 ， 减 


b 


AD NERR TIE, ERRAR, I S KEST RAEE, EKATE E 


0718。 目 前 已 经 临床 使 用 的 PEG 化 的 药物 有 : PEG- 胰 岛 素 ，PEG- 天 冬 酰胺 酶 ，PEG- 干 扰 素 


等 。Qi 等 &9 制 备 的 mPEG-Lys30-p[Gly2]GLP-2 体 外 半衰期 是 p[Gly2]GLP-2 的 16 倍 ， 可 有 效 组 


解 小 鼠 的 结肠 炎 病变 和 断奶 仔猪 的 肠 道 损 伤 。 但 是 


确 ， 有 待 于 进一步 探究 。 


其 在 动物 机 体 的 分 布 、 消 除 等 规律 仍 不 明 


药 代 动力 学 是 一 门 用 数学 手段 分 析 药 物体 内 动态 变化 过 程 的 科学 , 具有 重大 的 理 


论 和 实 


T 


和 赖 氨 酸 被 PEG 修饰 的 GLP-1(PEG2k-Lys-GLP-1) 后 ， 发 现 PEGox-Lys-GLP-1 的 半衰期 是 


JME -Lee 等 (9 给 大 鼠 静 脉 注射 1 pg/kg 的 胰 高 血糖 素 样 肽 -1(glucagon-like peptide-1, GLP-1) 


GLP-1 的 10 倍 ， 平 均 潇 留 时 间 是 GLP-1 的 16 倍 ; 而 皮下 注射 10 pg/kg 的 GLP-1 和 


PEG2k-Lys-GLP-1 后 ， 发 现 PEGox-Lys-GLP-1 的 血 药 浓度 -时 间 曲 线 下 面积 是 GLP- 


1 的 7.5 


倍 ， 半衰期 是 GLP-1 的 2.5 倍 , 达 峰 时 间 是 GLP-1 的 3 倍 。 本 试验 发 现 , PEG-p[Gly2]GLP-2 


EHA 


Tij 
J 
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150 ”的 半衰期 是 p[Gly2]GLP-2 的 4 倍 ， 即 PEG 修饰 可 以 延长 蛋白 质 及 肽 类 的 半衰期 ， 也 就 是 说 


151 “PEG-p[Gly2]GLP-2 在 大 鼠 体 内 停留 的 时 间 更 久 ， 消 除 的 更 慢 ， 有 利于 药 效 的 发 挥 。 


152 ”PEG-p[Gly2]GLP-2 的 平均 潇 留 时 间 是 p[Gly2]GLP-2 的 3 倍 ,这 也 意味 着 PEG-p[Gly2]GLP-2 


153 ” 比 p[Gly2]GLP-2 在 体内 停留 的 时 间 更 久 ， 能 更 好 的 发 挥 药 效 。PEG-p[Gly2]GLP-2 的 血 药 浓 


154 ” 度 - 时 间 曲 线 下 面积 是 p[Gly2]GLP-2 的 3 倍 ， 说 明 PEG-p[Gly2]GLP-2 在 体内 的 吸收 程度 更 


155. 大， 生物 利 用 度 更 高 。2 者 的 达 峰 浓度 相差 不 大 ， 但 PEG-p[Gly2]GLP-2 的 达 峰 时 间 滞 后 很 


156 ”多 。PEG-p[Gly2]GLP-2 的 清除 率 是 p[Gly2]GLP-2 的 12，p[Gly2]GLP-2 的 血 药 浓度 下 降 的 


157 ”很 快 ， 而 PEG-p[Gly2]GLP-2 在 给 药 后 很 长 时 间 都 维持 一 个 较 高 的 血 药 浓度 。 由 此 可 知 ， 经 


O) 158 ”PEG 修饰 后 p[Gly2]JGLP-2 的 药 代 动 力学 行为 发 生 了 很 大 的 改变 : PEEK, AER Tali 


本。 159 。 后 、 平 均 滞留 时 间 延 长 、 血 浆 清 除 减 慢 、 生 物 利用 度 更 高 。 这 些 改变 极 大 地 改善 了 蛋白 多 肽 


= ”160 ”药物 在 机 体内 清除 快 、 有 效 血 药 浓度 持续 时 间 短 、 需 要 频繁 给 药 等 缺点 。 


161 3.2 p[Gly2]GLP-2 微 球 的 药 代 动力 学 


162 微 球 给 药 系统 是 近年 来 较为 热门 的 给 药方 式 , 能 够 改变 药物 的 运程 减少 体内 酶 的 降解 、 


163 ”增加 药物 的 作用 时 间 、 减 少 给 药 频率 。 经 美国 食品 药品 监督 管理 局 CFDA) 批准 的 专用 于 治 


164 ” 疗 前 列 腺 癌 的 第 1 个 多 肽 微 球 制剂 一 醋酸 亮 两 瑞 林 微 球 ， 可 在 人 体内 持续 作用 30 do Choi 


165 SOON ASAY GLP-1 微 球 在 糖尿 病 大 鼠 体内 持续 稳定 释放 2 周 ， 使 其 体内 的 血糖 水 平 维 持 在 


166 ”正常 水 平 。 刘 琳 娜 等 2 研究 了 GLP-2 微 球 在 体内 的 绥 释 性 能 。Wu 等 5 的 研究 已 经 证 明 ， 


167 ”结肠 炎 小 鼠 单 次 腹腔 注射 10 mg 的 p[Gly2]GLP-2 微 球 ， 能 有 效 抑制 体重 下 降 、 结 肠 变 短 及 


168 KERM. 


169 基于 p[Gly2]GLP-2 微 球 便利 的 给 药方 式 和 持续 而 稳定 的 释放 方式 ， 有 望 将 其 用 于 预防 


170 ”断奶 仔猪 的 “仔猪 断奶 综合 征 ”， 但 其 在 动物 体内 的 释放 方式 及 机 制 还 是 未 知 的 。 张 海松 等 


171 ”3 发 现 ， 大 上 鼠 灌 胃 给 予 胸 腺 肽 微 球 后 的 血 药 浓度 、 血 药 浓 度 -时 间 曲 线 下 面积 均 大 于 胸腺 上 肽 


172 RE, FREK, EAA Ste. MOA KNEE PEN FR wzb-PLGA 绥 释 微 
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173 ” 球 和 干扰 素 wz 注射 剂 后 发 现 ，2 ARAE TB) PIA A 1.5h, EKETA 5 490.228, 


174 ”25 315.32 pg/mL, 平均 滞留 时 间 分 别 为 6.855、0.099 d， 血 药 浓度 -时 间 曲 线 下 面积 分 别 为 23 


175 ”149.018、2 309.497 pg'd/mL， 且 微 球 经 过 突 释 达到 峰 浓 度 ， 随 后 药物 浓度 缓慢 下 降 ， 并 长 时 


176 ， 间 维持 较 低 水 平 。 肖 田 安 等 的 发 现 伊 维 菌 素 聚 乳酸 (poly lactic acid, PLA) 及 PLGA 2 种 微 球 


177 “在 比 格 犬 体内 均 有 明显 缓 释 特 性 。Wu 等 00 制 备 的 p[Gly2]GLP-2 微 球 在 单 次 注射 后 能 显著 


178 ”抑制 结肠 炎 小 鼠 的 体重 下 降 及 结肠 变 短 、 提 高 颖 膜 完整 性 、 降 低 肠 道 炎 症 、 促 进 小 肠 生 长 。 


179 ”但 是 微 球 在 动物 体内 的 过 程 以 及 其 作用 机 制 依然 未 知 。 本 试验 发 现 p[Gly2]GLP-2 微 球 的 半 


二 180 ” 衰 期 为 《72.20+6.02) Ph， 平均 潇 留 时 间 为 〈《90.66+7.41) h， 远 远大 于 p[Gly2]GLP-2 和 


181 ”PEG-p[Gly2]GLP-2 组 ， 达 峰 时 间 则 相差 不 大 。 观 察 血 药 浓度 -时 间 曲 线 发 现 ， 给 药 后 20 min 


182 ”左右 ， 血 药 浓度 达到 一 个 高 峰 ， 这 是 由 于 微 球 表面 黏附 的 p[Gly2]GLP-2 所 致 的 突 释 效应 及 


= 183 ”少量 p[Gly2]GLP-2 从 微 球 扩散 而 共同 导致 的 ， 其 后 缓慢 下 降 ， 到 第 6h 浓度 基本 不 再 下 降 ， 


184 ”之 后 的 9d， 血 药 浓度 都 在 此 浓度 (4.5 ng/mL) 上 下 波动 ， 这 是 因为 微 球 具 有 组 释 作 用 ， 在 


185 ”其 能 够 测定 的 消除 相 可 能 仍 有 部 分 缓 释 药物 释放 。 
186 微 球 的 制造 工艺 不 稳定 ， 无 法 准确 计算 实际 给 药 量 ， 故 不 便 与 p[Gly2]GLP-2 的 药 代 动 
= 187 ”力学 参数 进行 比较 。 但 其 独特 的 血 药 浓 度 -时 间 曲 线 ， 持 续 而 稳定 的 释放 方式 及 便利 的 给 药 


188 ”方式 ， 使 其 在 预防 断奶 仔猪 肠 道 疾病 方面 大 有 可 为 。 


189 4 结 论 


190 © 经 PEG 修饰 后 p[Gly2]GLP-2 药 代 动力 学 行为 发 生 了 很 大 的 改变 ， 半 误 期 延长 、 达 


191 。 峰 时 间 滞 后 、 平 均 滞 留 时 间 延 长 、 血 浆 清 除 减 慢 、 生 物 利用 度 更 高 。 极 大 地 改善 了 多 肽 药物 


192 ”在 机 体内 清除 快 、 有 效 血 药 浓 度 持续 时 间 短 、 需 要 频繁 给 药 等 缺点 。 


193 @) p[Gly2]GLP-2 微 球 半衰期 长 ， 且 持续 稳定 地 释放 ， 有 具有 很 好 的 组 释 效 果 。 这 些 特性 


194 ”决定 了 p[Gly2]GLP-2 微 球 操 作 便 利 ， 减 少 了 机 体 产 生 应 激 的 可 能 。 
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peptide-2[Gly2] (p[Gly2]GLP-2), PEGylated porcine glucagon-like _ peptide-2[Gly2] 
(PEG-p[Gly2]GLP-2) and p[Gly2]GLP-2 microspheres in rats, in order to provide references for 
the repairation of intestinal injury of weaned pigs by p[Gly2]GLP-2. Eighteen Sprague-Dawley 
(SD) male rats with 280 g body weight were randomly divided into 3 groups, p[Gly2]GLP-2 
group (single subcutaneous administration of 5.64 nmol/kg p[Gly2]GLP-2), PEG-p[Gly2]GLP-2 
group (single subcutaneous administration of 5.64 nmol/kg PEG-p[Gly2]GLP-2) and 
p[Gly2]GLP-2 microspheres group (single subcutaneous administration of 15 mg microspheres 
per rat). After blood sampled, plasma concentration of GLP-2 was determined by enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA). The results showed as follows: 1) compared to p[Gly2]GLP-2, 
PEG-p[Gly2]GLP-2 increased the half-life (ti) by 4-fold, and increased the mean residence time 
(MRIob and the area under the curve (AUCo) by 3-fold, but decreased the clearance (CL) to a 
half. The peak concentration (Cmax) was similar between two drugs, but peak time (Tmax) of 
PEG-p[Gly2]GLP-2 was later than p[Gly2]GLP-2. 2) The half time of p[Gly2]GLP-2 
microspheres was (72.20+6.02) h and mean residence time was (90.66+7.41) h, but peak time 
was similar with p[Gly2]GLP-2 and PEG-p[Gly2]GLP-2. These results show that PEGylated 
p[Gly2]GLP-2 greatly improve the pharmacological profiles, increase half time, peak time and 
mean residence time, decrease clearance rate and improve bioavailability. p[Gly2]GLP-2 
microspheres with a longer half-life are released sustained and stable, and operated easily. 

Key words: p[Gly2]GLP-2; PEG-p[Gly2]GLP-2; P[Gly2]GLP-2 microspheres; pharmacokinetics; 


rats 


